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III 
RÉSUMÉ 
La microscopie à force atomique (AFM) a été utilisée afin d'imager des toxines Cryl du 
Bacillus thuringiensis (Bt) interagissant avec leur membrane cible, c'est à dire les 
membranes de bordure en brosse de la larve du. Manduca sexta. De plus, pour fins de 
comparaison, ces toxines ont été imagées en interaction avec une bicouche de lipides 
synthétiques purs de dipalmitoylphosphatidylcholine-dioleoylphosphatidylcholine 
, 
(OPPC-OOPC). Avec la bicouche de OPPC-OOPC, la CrylAa forme des structures se 
retrouvant principalement à l'interface entre deux domaines lipidiques distincts ou en 
bordure des domaines de OOPC. Les dimensions de ces structures sont d'environ 30 par 
60 nm de large et 3 à 7 nm de haut. Avec une préparation de vésicules de membrane de 
bordure en brosse (BBMV), on observe, sur le mica et en l'absence de toxine, des 
fragments membranaires plats pouvant atteindre 25 ~1.m2 et 4.2 nm de hauteur. Il est aussi 
possible de voir, dans ces fragments, des structures irrégulières plus élevées. Après 
incubation avec la Cry 1 Aa, la Cry 1 Ac et la Cry 1 C, qui sont des toxines actives contre M. 
sexta, de nouvelles structures de 35 nm de large et de 5.1 à 6.7 nm de haut apparaissent 
sur certains fragments membranaires, parfois dans des régions particulières de ceux-ci. 
Leur densité sur la membrane, qui atteint un plateau au bout de 4h, dépend de la toxine et 
de sa concentration. Les structures formées par la Cry 1 Ac sont souvent groupées selon un 
àrrangement serré à deux dimensions. Aucune interaction spécifique n'a pu être 
observé avec la Cry 1 Ba, une toxine inactive contre M sexta. Cette étude fournit la 
première visualisation à l'échelle nanométrique des interactions entre les toxines de Bt et 
leur membrane cible. Les structures observées représente vraisemblablement un 
complexe protéinique formant un pore fonctionnel dans la membrane. 
Mots clés: Membrane de bordure en brosse, CrylAa, Cry lAc, CrylC, membrane cible, 
BBMV. 
IV 
SUMMARY 
Atomic force microscopy (AFM) was used to image Bacillus thuringiensis (Bt) toxins 
interacting with their natural targets, Manduca sexta midgut brush border membranes 
(BBMs), as weIl as with dipalmitoylphosphatidylcholine-dioleoylphosphatidylcholine 
(DPPC-DOPC) solid-supported lipid bilayers. In lipid bilayers, CrylAa formed structures 
30- by60-nm wide and 3- to 7-nm high, mostly at the interface of domains formed by the 
two different lipids or at the edge of DOPC-enriched domains. Brush border membrane 
vesic1es (BBMV s), in the absence of toxin, formed fiat membrane fragments of up to 25 
11m2 and 4.2-nm high, with irregular embedded structures. After incubation with Cry 1 Aa, 
CrylAc and CrylC, which are active against M sexta, new structures, 35-nm wide and 
5.1- to 6.7-nm high, were observed in sorne membrane fragments, sometimes only in 
particular regions. Their density, which reached a plateau within 4 h, was toxin- and 
concentration-dependent. The structures formed by CrylAc were often grouped into 
dense, two-dimensional arrangements. No such specific interactions were observed with 
CrylBa, which is inactive against M sexta. This study provides the first visual 
demonstration of specific interactions of Bt toxins with insect midgut BBMs at the 
nanometric scale. The observed structures likely represent the prote in complexes forming 
functional Bt pores in target membranes. 
Keywords: Brush border membrane, CrylAa, CrylAc, CrylC, target membrane, BBMV. 
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Chapitre 1 
Introduction 
La popularité des pesticides chimiques n'est plus ce qu'elle était. Face à leurs effets secondaires 
importants sur la faune, leur toxicité envers des organismes non ciblés, l'accumulation dans 
l'environnement, la contamination des cours d'eau ou l'apparition d'insectes nuisibles résistants 
(Coté, 1998 ; Forsberg, 1977 ; Fortier, 2007a ; Frutos et al., 1999), l'homme a essayé de trouver 
une solution de remplacement efficace provoquant moins de répercussions néfastes sur 
l'environnement. L'utilisation de micro-organismes pathogènes pour contrôler les insectes, 
comme la nature le fait déjà depuis toujours, s'est donc avérée une alternative intéressante. En 
effet, les agents de contrôle produits par ces micro-organismes sont spécifiques et 
biodégradables, ce qui contribue à préserver l'écosystème. Ainsi, certains virus, champignons ou 
bactéries sont aujourd'hui utilisés afin de combattre les ravages dans les cultures agricoles et les 
forêts (Borror et White, 1991) en plus de prévenir, par exemple, la propagation de moustiques 
pouvant causer la transmission du virus du Nil (Bourassa 2000; Lacoursière et Boisvert, 2004). 
De tous ces pathogènes, l'utilisation de toxines provenant de la bactérie Bacillus thuringiensis est 
maintenant la plus utilisée (Bravo et al., 2007 ; Schnepf et al., 1998). 
1.1 Historique et utilisation du Bt 
La première découverte de la bactérie du Bacillus thuringiensis remonte au début du siècle au 
Japon par Ishiwata (Beegle et Yamamoto, 1992). Ce n'est qu'en 1911 que Ernst Beliner, un 
microbiologiste allemand, utilisa pour la première fois le nom Bacillus thurigiensis (Bt) afin de 
décrire un pathogène de la pyrale de la farine trouvé dans les granges de la région de Thuringe en 
Allemange (Beegle et Yamamoto, 1992 ; Coté, 1998). Il y a environ quarante mille souches de 
Bt actuellement connues et cette bactérie à Gram positif se retrouve dans urie multitude 
d'habitats différents comme le sol, les feuilles des arbres, etc. (Schnepf et al., 1998). En plus 
d'être efficace contre les larves de lépidoptères, certaines souches de Bt sont acti ves contre les 
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diptères, les coléoptères, hyménoptères, orthoptères, etc (Beegle et Yamamoto, 1992 ; Goldberg 
et Margalit, 1977 ; Lambert et Peferoen, 1992). Il est donc facile de cibler l'insecte nuisible sans 
affecter les populations de d'autres insectes et ainsi préserver l'équilibre écologique souvent 
fragile d'une région. Cette bactérie, en conditions défavorables, produit un spore ainsi qu'une 
inclusion cristalline de protoxine(s) insecticide(s) (o-endotoxines) de .27 à 140 kDa (Hofte et 
Whiteley, 1989). Ces protoxines, après ingestion par un insecte cible, sont activées par des 
protéases intestinales qui deviennent ensuite des toxines fonctionnelles. Puis, ces dernières 
forment des pores et s'insèrent dans la membrane apicale de l'intestin moyen en se fixant, 
préalablement, à un récepteur spécifique. Ces pores, abolissant ainsi les gradients ioniques et 
électriques, causent la lyse des cellules épithéliales et provoquent, éventuellement, la mort de 
l'insecte (Schwartz et Laprade, 2000). 
Depuis la fin des années 60, la popularité de ces bio-pesticides n'a cessé d'augmenter. La 
découverte de différentes souches a été en constante progression et ils représentent aujourd'hui 
environ 2 % du marché mondial des pesticides (Sanchis, 2000). Le Bt ·est plus spécifique que les 
pesticides chimiques et a donc le grand avantage de ne pas être toxique pour les vertébrés 
(Siegel, 2001) et d'être moins néfaste pour l'environnement puisqu'il est biodégradable. Depuis 
1995, des plantes transgéniques résistantes aux insectes sont apparues dans les champs afin de 
remplacer l'épandage d'insecticides. Un gène responsable de la production de toxine insecticide 
a été incorporé dans le génome de ces plantes. Ainsi, des plantes transgéniques de coton, de 
maïs, de la tomate et de la patate ont été commercialisées et se sont avérées avantageuses 
puisqu'elles ont réduit les coûts de production des agriculteurs et n'ont pas semblé avoir d'effet 
négatif sur l'environnement (Crickmore, 2006). Par contre, étant donné que les insectes sont 
continuellement exposés aux bio-pesticides par la présence en tout temps de la toxine dans les 
tissus de ces plantes, cela favorise et accélère l'apparition de la résistance des insectes (Frutos et 
al., 1999; Kumar et al., 1996; Lacey et al., 2001), bien que quelques stratégies aient été 
développées afin de contrer l'apparition de la résistance des insectes ciblés (Frutos et al., 1999 ; 
Kumar et al., 1996 ; Schnepf et al., 1998,). 
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1.2 Toxines du Bt, nomenclature et structure 
Le Bt regroupe trois familles de protéines: les Cry, les Cyt et les Vip. Les Cry et les Cyt sont des 
protéines cristallisées retrouvées dans le Bt et ayant une toxicité vérifiable (Cry, crystal) ou une 
activité cytolytique (Cyt, cytolitic) (Crickmore et al., 1998). Certaines protéines ayant une 
homologie de séquence avec celles-ci peuvent aussi porter le nom de Cry ou Cyt. Les toxines 
Vip (vegetative insecticidal prote in), quant à elles, sont produites dans la phase végétative de la 
croissance bactérienne (Estruch et al., 1996). Pour les Cry, qui nous intéressent particulièrement 
dans cette étude, la nomenclature actuelle a été proposée pour la première fois par Crickmore et 
al. en 1998 et est basée sur l'identité de séquence des toxines. Le premier caractère est un 
nombre arabe, le deuxième est une lettre majuscule, le troisième est une lettre minuscule et le 
quatrième, facultatif, est un nombre arabe (Cryckmore et al., 1998). On peut alors distinguer les 
toxines qui ont: moins de 45%, de 45% à 78%, de 78% à 95% et plus de 95% d'identité de 
séquence (Exemple: Cry1Aa). 
La cristallographie et la diffraction aux rayons X ont permIS d'obtenir la structure 
tridimensionnelle de plusieurs toxines Cry: la Cry3Aa (Li et al., 1991), la Cry1Aa (Grochulski 
et al., 1995) (Figure 1), la Cry3Bb (Galitsky et al., 2001), la Cry1Ac (Derbyshire et al., 2001, Li 
et al., 2001), la Cry2Aa (Morse et al., 2001), la Cry4Ba (Boonserm et al., 2005) et finalement la 
Cry4Aa (Boonserm et al., 2006). Ces toxines, en général, ont toutes trois domaines distincts: le 
domaine 1 est composé de sept hélices a anti-parallèles, le domaine II, de 3 feuillets ~ anti-
parallèles et le domaine III de deux feuillets ~ anti-parallèles disposés en sandwich. Le domaine 
1 est responsable de la formation du pore et les domaines II et III sont responsables de la fixation 
de la toxine à des récepteurs spécifiques de la membrane cible (B~onserm et al., 2006; 
Grochulski et al., 1995 ; Li et al., 1991). Bien que la structure tridimensionnelle de ces toxines 
fournisse de précieuses informations et représente probablement la conformation de ces protéines 
en solution, la toxine, en interagissant avec des membranes lipidiques avec ou sans récepteur, 
avec leur membrane cible ou in vivo, peut avoir subi des changements de conformation et ainsi 
présenter une architecture fort différente de celles des protéines cristallisées. 
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Fig. 1. Structure de toxine CrylAa en diffraction des rayons X (Grochulski et al., 1995). Le 
domaine 1 est en rouge, le domaine II en bleu et le domaine III en vert. 
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1.3 Physiologie des Lépidoptères 
La membrane cible du Bt est l'épithélium de l'intestin moyen d'un insecte sensible à la toxine. 
C'est la larve de lépidoptères, en particulier celle du sphinx du tabac (Manduca sexta) (Dow, 
1986 ; Knowle~, 1994; Tran, 2000), qui a été la plus utilisée dans l'étude du mode d'action des 
toxines du Bt. 
Les chenilles possèdent 5 ou 6 stades larvaires avant de se transformer en papillon et croissent 
très rapidement. Leur principale occupation est de se nourrir de feuilles, de plantes et de fruits, et 
certaines chenilles peuvent ainsi ravager à grande vitesse les cultures agricoles et les forêts. Le 
canal alimentaire de la chenille se sépare en trois régions: l'intestin antérieur, moyen et 
postérieur. La partie la plus active est l'intestin moyen et permet une absorption efficace de 
nutriments. Il est composé d'une seule couche de cellules possédant une membrane basolatérale 
(Cioffi, 1979) et deux types de cellules. On retrouve les cellules en colonne et celles en gobelet 
(Cioffi, 1979; Dow, 1986; Knowles, 1994), qui sont elles-mêmes reliées entre elles par des 
jonctions serrées et communicantes permettant un couplage électrique et chimique entre les 
cellules (Dow et Peacock, 1989 ; Lane et Skaer, 1980 ; Lane et al., 1989 ; Mofett et Koch, 1988). 
Les cellules en colonne possèdent une membrane apicale de bordure en brosse et c'est sur celle-
ci que Jes récepteurs spécifiques des toxines du Bt sont situés (Aimanova et al., 2006 ; B~avo et 
al., 1992; Hofmann et Lüthy, 1986; Hofmann et al., 1988a; Oddou et al., 1993 ; Van Rie et al., 
1989, 1990). La liaison de la toxine à un récepteur spécifique facilite la formation de pores 
(Knowles et Ellar, 1987 ; Knowles, 1994). Au niveau fonctionnel, il existe un transport important 
de potassium dans les cellules intestinales de l'hémolymphe vers la lumière de l'intestin (Harvey 
et Nedergaard, 1964). Le gradient de potassium ainsi généré à travers la membrane apicale 
permet l'absorption d'acides aminés par l'intermédiaire du co-transporteur K +/ acides aminés 
(Giordana et al., 1989; Sacchi et Wolfersberger, 1996; Wolfersberger, 2000). Finalement, il est 
intéressant de savoir que le pH de la lumière de l'intestin est particulièrement basique et peut 
varier de 8 à 12 au dernier stade larvaire (Dow, 1984). 
La présence de radeaux lipidiques dans les membranes de bordure en brosse fait présentement 
l'objet de plusieurs débats (Heerklotz, 2002 ; Mumo, 2003). On les suspecte de jouer un rôle 
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important dans le mode d'action de la toxine CrylAb, c1est-à-dire qu'ils contiendraient le site où 
la toxine pré-oligomérisée se lierait à son récepteur pour ensuite s'insérer dans la membrane 
(Bravo et al., 2004). Les types de lipides contenus dans la membrane de bordure en brosse des 
lépidoptères sont similaires à ceux de d'autres épithéliums d'intestin. En effet, le rapport 
protéines/lipide (masse) est de 3 et on note une présence significative de cholestérol (20-30 
Ilg/mg protéine) (Terra et al., 2006). L'analyse de la composition lipidique des membranes de 
bordure en brosse de l'intestin de Plutella xylostella (Kumaraswami et al., 2001) et de Bombyx 
mori (Leonardi et al., 2001) ont montré qu'ils contiennent des phospholipides, des glycolipides 
neutres, des lipides acides et des lipides non-polaires. 
1.4 Mode d'action des toxines du Bt 
1.4.1. Ingestion, solubilisation et activation 
Suite à l'ingestion par l'insecte de cristaux de protoxines du Bt, le pH alcalin permet de briser les 
ponts dissulfures qui relient les molécules de toxine à l'intérieur des cristaux (Jaquet et al., 
1987; Bietlot et al., 1990) pour ainsi solubiliser la toxine. Puis, dans le cas des Cry 1, les 
protoxines solubilisées, d'un poids moléculaire de 130 à 140 kDa, sont partiellement digérées par 
des protéases intestinales (Lecadet et Martouret, 1967; Tojo et Aizawa, 1983) générant le 
fragment toxique de 60 à 70 kDa. 
1.4.2. Liaison au récepteur 
Parmi les récepteurs identifiés des toxines Cry 1 , on retrouve des isoforrnes de l'aminopeptidase 
N (APN), une enzyme digestive reliée à une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) 
(Garczynski et Adang, 1995), des molécules semblables aux cadhérines (Garczynsk et Adang, 
2000 ; Schnepf et al., 1998) et des glycoprotéines transmembranaires impliquées dans l'adhésion 
cellule-cellule (Shapiro et al., 1995). Chez Manduca sexta, la CrylAa se lie à un aminopeptidase 
N (APN) de 120 kDa (Knight et al., 1994 ; Masson et al., 1995) et à une cadhérine de 210 kDa 
(Hua et al., 2004 ; Keeton et Bulla, 1997), la Cry 1 C à un APN de 106 kDa (Luo et al., 1996), et 
la CrylAc à toutes celles-ci (Hua et al., 2004; Masson et a!., 1995; Sangadala et a!., 1994) en 
plus d'une phosphatase alcaline (ALP) de 62 kDa et de deux autres protéines de 140 kDa et 190 
kDa (Zhuang et al., 2002). Enfin, la CrylAc, qui se lie à l'APN de 120 kDa, n'est retrouvée que 
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dans les régions résistantes (radeaux lipidiques) au détergent des membranes de bordure en 
brosse de Manduca sexta tandis que les autres protéines spécifiques se retrouvent dans les 
régions résistantes et solubles (Zhuang et al., 2002). La liaison de la toxine au récepteur se fait en 
. deux étapes, la première réversible (Hofmann et al., 1988a, b), et la seconde irréversible (lhara et 
al., 1993 ; Liang et al., 1995 ; Van Rie et al., 1989). On considère que cette dernière étape est 
l'insertion de la toxine dans la membrane (lhara et al., 1993 ; Liang et al., 1995; Van Rie et al., 
1989 ). En effet, une expérience avec la CrylAb dépourvue de domaine 1 montre qu'elle se lie au 
récepteur seulement de façon réversible, indiquant que ce domaine est important pour la liaison 
irréversible (Flores et al., 1997). Récemment, un nouveau modèle de mode d'action des toxines 
Cryl a été proposé par le laboratoire d'Alexjandra Bravo basé sur des expériences avec la 
CrylAb (Bravo et al., 2004 ; G6mez et al., 2002 ; Zhuang et al., 2002). Ce modèle suggère que 
l'insertion de la toxine se fasse en deux étapes, la première étant la formation d'un prépore 
oligomérique suite à la fixation de plusieurs monomères à un récepteur cadhérine. Puis, la 
formation du pore fonctionnel se ferait dans les radeaux lipidiques en se fixant à un APN (Bravo 
et al., 2004 ; Zhuang et al., 2002 ;). Plus spécifiquement, la cadhérine se fixerait aux boucles 2 et 
3 du domaine II tandis que l' APN se fixerait au feuillet ~ 16 du domaine III (G6mez et al., 2006). 
Par contre, le processus d' oligomérisation reste encore largement inconnu et plusieurs modèles 
sont envisageables (Schwartz et al., 1997b). Par exemple, la toxine pourrait former une prépore 
oligomérique avant de se lier à un récepteur spécifique et former un pore. Une autre possibilité 
serait qu'une seule molécule s'accroche à un récepteur spécifique, et qu'ensuite les conditions 
soient favorables pour que d'autres molécules s'ajoutent afin de former le pore fonctionnel. 
De nombreuses études ont démontré que la liaison de la toxine à un récepteur spécifique est 
essentielle à la toxicité (Hofmann et al., 1988a, b ; Van Rie, 1989, 1990). En effet, des cellules 
en culture ont développé une sensibilité à la CrylAa, CrylAb et Cry1Ac en leur faisant exprimer 
un récepteur de type cadhérine (Dorsch et al., 2002 ; Hua et al., 2004 ; Zhang et al., 2005). De 
plus, l'expression d'un APN du Manduca sexta chez le Drosophila melanogaster induit une 
toxicité à la CrylAc (Gill et Ellar, 2002). D'autre part, des mutations de l'APN chez le P. 
interpunctella (Zhu et al., 2000), chez le Helicoverpa armigera (Wang et al., 2005) et l'absence 
d'expression de celle-ci chez le S. exigua (Herrero et al., 2005) ont été associées à une résistance 
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de l'insecte face aux toxines Cry. 
1.4.3 Modèles d'insertion et caractérisation du pore 
En se liant au récepteur, la toxine subira un changement de conformation important qui permettra 
aux hélices hydrophobes du domaine l de pénétrer et de former un pore dans la membrane en 
bordure en brosse de l'insecte cible (Schnepf et al., 1998) suite à l'oligomérisation de plusieurs 
molécules. Deux modèles d'insertion, en parapluie et en canif (Knowles, 1994), ont donc été 
suggérés pour expliquer la formation de pores (Fig. 2). Dans le modèle en canif, ce sont les 
hélices a5 et a6 qui s'insèrent dans la membrane pendant que le reste d~ la molécule demeure en 
surface. Par contre, dans le modèle en parapluie, ce sont les hélices a4 et a5, les hélices les 
moins polaires du domaine l (Grochulski et al., 1995), qui seraient insérées dans la membrane 
pendant que le reste du domaine l serait étendu à la surface de la membrane (Knowles 1994; 
Aronson et Shai, 2001), en plus du domaine II et III. Ce dernier modèle est présentement le plus 
favorisé et plusieurs travaux l'ont corroboré (Biggin et Sansom, 1996 ; Cumming et al., 1994; 
Gazit et al., 1994, 1998 ; Gerber et Shai, 2000 ; Masson et al., 1999). 
Un modèle théorique (Schwartz et al., 1997a) a proposé que le pore serait formé d'au moins 
quatre molécules et que la dimension du pore serait supérieure à 0.6 nm (Fig. 2). En effet, les 
travaux de Schultz et Solomon en 1961 avaient déjà démontré que le raffinose, qui a un diamètre 
hydraté de 2.4 nm, peut passer par le pore, indiquant que le diamètre du pore doit être au moins 
de 2.4 nm. Carroll et Ellar, en 1997, ont même déterminé, en calculant la perméabilité de 
vésicules de membrane de bordure en bro'sse, que le rayon varie selon le pH : il passe de 2.4 nm 
à pH 8.7 à 2.6 nm à pH 9.8. Des études sur des bicouches lipidiques ont aussi déterminé un 
diamètre similaire de 2.0 à 2.6 nm (Peyronnet et al., 2002). Ainsi, en formant des pores, les' 
toxines du Bt rendent la membrane perméable à une panoplie de cations, d'anions, de sucres et 
d'acides aminés (English et al., 1991, 1994 ; Kirouac et al., 2002, 2006a ; Schwartz et al., 1993, 
1997a,c ; Slatin et al., 1990). La première visualisation tri-dimensionnelle de la toxine formant 
possiblement un pore, obtenue en utilisant un microscope à force atomique (AFM) (Vié et al., 
2001), montre une structure tétramérique avec un pore d'environ 1.5 nm de diamètre (Fig. 2). 
La formation de pores dans la membrane de bordure en brosse cause l'abolition des gradients 
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ioniques et entraîne la lyse des cellules (Knowles et EIlar, 1987). Bien que la formation de pores 
se fasse en quelques minutes, voire secon?es, la mort de l'insecte survient quelques jours après 
une intoxication (Knowles, 1994). Il est intéressant de noter que, bien que l'insecte ne meure pas 
immédiatement après l'intoxication, il arrête rapidement de s'alimenter, sauvant ainsi les récoltes 
des ravages de l'insecte nuisible ciblé. 
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(0) 
Fig. 2. A), B) et C) Modèles d'insertion (Knowles, 1994) des toxines Cryl. A) Les domaines II 
et III seraient responsables de la liaison au récepteur. B) Le modèle d'insertion en canif C) Le 
modèle d'insertion en parapluie D) Modèle d'oligomérisation en tétramère (Schwartz et al., 
1997). E) Image AFM tirée de Vié et al., 2001, de la Cry 1Aa interagissant avec une bicouche 
lipidique et suggérant un pore tétramérique de 1.5 nm de diamètre. La barre blanche représente 
une longueur de 1 nm. 
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1.5 La microscopie à force atomique (AFM) 
Le microscope à force atomique (AFM) est un outil très puissant qui permet d'imager plusieurs 
types de matériaux à l'échelle nanométrique comme, par exemple, les échantillons biologiques 
(revue dans El Kirat et al., 2005). Depuis la fin des années 80, l'AFM a été de plus en plus utilisé 
afin d'observer des échantillons biologiques tels que des membranes, des molécules biologiques 
ou des réseaux 2D de protéines. Le principe de fonctionnement d'un AFM est simple: il consiste 
à balayer la topographie d'un échantillon, un peu comme un doigt lisant de l'écriture Braille, à 
l'aide d'une pointe (d'un rayon d'environ 10 nm) accrochée à l'extrémité d'un levier plus petit 
qu'un cheveu. Ce levier possède une faible constante de rappel et agit comme un ressort avec 
une faible constante de Hook. Pendant le balayage, la réflexion d'un signal laser sur l'extrémité 
du levier est détectée et la moindre surélévation de celui-ci sur l'échantillon provoque un 
repositionnement vertical par l'entremise d'un système de rétroaction contrôlé par un ordinateur 
(Fig. 3). La pointe peut être immergée dans l'eau et il est ainsi possible d'observer des 
échantillons biologiques dans des conditions physiologiques .ou quasi-physiologiques, et de 
visualiser des conformations de protéines jusqu'à une très haute résolution (0.5 nm, Müller et al., 
2000). Par contre, ce niveau de résolution est très difficile à obtenir avec des échantillons 
biologiques puisqu'ils sont habituellement flexibles, fragiles et mous. De plus, la résolution 
théorique de l' AFM se limite normalement au diamètre de la pointe, c'est à dire environ 10 nm, 
puisqu'il est en principe impossible de détecter un détail plus petit que l'élément qui effectue le 
balayage (Howland et Benatar, 1993). Afin d'atteindre des résolutions de l'ordre un nanomètre 
dans des conditions physiologiques, il semble qu'un arrangement compact ou un réseau 2D de 
protéines soit essentiel (Janovjak et al., 2006). En effet, le réseau 2D permet une périodicité de 
l'échantillon qui fait en sorte que les irrégularités de la pointe, de l'ordre du nanomètre, entrent 
en contact étroit avec l'échantillon et révèlent ainsi une résolution nanométrique (Howland et 
Benatar, 1993). De plus, la haute résolution nécessite que l'échantillon soit bien attaché au 
substrat et que le balayage ne l'abime pas. Un réseau 2D de protéines favorise aussi une rigidité 
et une stabilité de l'échantillon biologique, contrairement à une membrane ou une cellule qui 
sont flexibles, et permet donc d'obtenir une résolution optimale. Lorsqu'il s'agit d'observer des 
membranes ou des protéines dans un arrangement non compact, l'AFM se limite alors à des 
résolutions de l'ordre de quelques nanomètres (Danker et al., 1997; Fotiadis et al., 2004), 
comme dans la présente étude. Plusieurs méthodes ont été utilisées afin d'observer des 
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échantillons biologiques dans différentes conditions et de révéler l'architecture 'de membranes, 
cellules et/ou protéines. Par exemple, il y l'imagerie de membranes naturelles suite à l'excision 
de la membrane en patch-clamp (Danker et al., 1997), la coupe sériée de tranches minces d'une 
cellule permettant de révéler sa structure interne en trois dimensions (Chen et al., 2005) ou 
l'isolation de membranes en utilisant la centrifugation pour caractériser l'organisation 
tridimensionnelle des protéines G couplées aux récepteurs rodopsin (Fotiadis et al., 2004). 
L'AFM se pratique principalement selon deux modes qui possèdent chacun leurs 
caractéristiques: le mode contact et le mode non-contact. Dans le mode contact, aussi appelé le 
mode répulsif, la pointe fait pratiquement contact avec l'échantillon. Pendant le balayage, le 
mode contact force doucement la pointe à se déplacer afin d'accommoder les changements de 
topographie. Les forces de Van der Waals empêchent les atomes de la pointe de s'approcher trop 
de l'échantillon, mais, dans le cas d'échantillons biologiques, le mode contact peut facilement le 
déformer ou arracher une bicouche lipidique. Par ailleurs, le mode non-contact comprend 
plusieurs techniques de pointes vibrantes. Les pointes vibrent près de leur fréquence de 
résonance (typiquement de 100 à 400 kHz) avec une amplitude de quelques dixièmes jusqu'à une 
centaine d'Angstroms. Ensuite, en balayant la surface d'un échantillon, le mode non-contact 
détecte tout changement dans la fréquence de résonance ou d'amplitude de vibration de la pointe 
et la replace verticalement pour qu'elle soit toujours à la même distance de l'échantillon. 
Généralement, ce mode entraîne moins la dégradation de échantillon parce que les forces 
d'interactions impliquées entre la pointe et l'échantillon sont jusqu'à 1000 fois plus faibles qu'en 
mode contact (Howland et Benatar, 1993). Il est donc préférable d'utiliser ce mode pour des 
échantillons biologiques qui sont mous et fragiles. 
C'est pour cette raison que nous avons utilisé, dans notre étude, un des modes non-contact 
disponible: le "magnetic alternative cantilever (MAC) mode", Comme le suggère son nom, ce 
mode utilise une technique magnétique de vibration de la pointe. En effet, un mince film 
ferromagnétique sur l'extrémité du levier interagit avec une bobine (système de vibration 
magnétiquè) installée sous l'échantillon. Le "MAC mode" a l'avantage de ne faire bouger que la 
pointe au lieu de faire vibrer l'échantillon au complet, qui est utilisé dans le mode appelé 
"tapping mode". 
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Microscope à force atomique (AFM) 
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Comme nous avons pu le constater dans ce qui précède, la détermination de l'architecture des 
pores responsables de l'activité des toxines de Bt a monopolisé beaucoup d'efforts de recherche. 
Jusqu'à l'utilisation de l'AFM, toutes les approches ont été indirectes. Plusieurs études 
antérieures ayant montré que les toxines Cryl s'insèrent dans les membranes sans la présence de 
récepteurs (Schwartz et al., 1993 ; Peyronnet et al., 2002), deux études, et ce sont les seules 
jusqu'à présent, ont tenté de visualiser en AFM la formation de structures oligomériques par les 
toxines du Bt (Puntheeranurak et al., 2005 ; Vié et al., 2001 ;) en utilisant des lipides purifiés ou 
synthétiques (Vié et al., 2001). lis ont suggéré, en s'appuyant sur leurs images, que la CrylAa 
forme une structure tétramérique présentant un pore de 1.5 nm de diamètre (Fig. 3). Ces résultats 
vont dans le sens du modèle théorique de quatre sous-unités proposé par Masson et Schwartz 
(Schwartz et al., 1997a; Masson et al., 1999). Par contre, ils ont conclu qu'une large proportion 
de la toxine serait enfouie dans la membrane, ce qui contredit le modèle du canif ou celui en 
parapluie (Knowles, 1994). Contrairement aux structures enfouies dans la membrane observées 
par Vié et al. avec la CrylAa, la Cry4Ba forme, sur une bic ouche lipidique déposée sur le mica, 
des structures, localisées en bordure des lipides, de 20 à 30 nm de large et 2 à 4 nm de haut 
(Puntheeranurak et al., 2005). 
Fig. 4. Structure oligomérique de Cry4Ba de 20 à 30 nm de large et de 2 à 4 nm de haut se 
formant sur une bicouche lipidique (Puntheeranurak et al., 2005). 
1.6 Présentation des travaux 
Ces deux premières études des toxines Cryl avec l'AFM ont permis de visualiser les interactions 
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non spécifiques de toxines du Bt avec des lipides. Afin d'approfondir nos connaissances sur la 
nature des interactions spécifiques de la toxine avec ses récepteurs et sa membrane cible, et de 
déterminer l'architecture des pores qu'elles forment dans ces membranes, l'AFM a été utilisé 
dans le présent travail pour imager quatre toxines de Bt (Cry 1 Aa, Cry 1 Ac, Cry 1 Ba, Cry 1 C) 
interagissant avec des membranes de bordure en brosse de Maduca sexta. La CrylAa, la CrylAc 
et la CrylC, qui ont toutes une homologie de séquence au dessus de 67% (Hëfte et Whiteley, 
1989), sont actives sur les larves de M sexta tandis que la Cry 1 Ba, qui a une homologie autour 
de 55% avec ces dernières, n'est pas active sur ce même insecte (Hofte et al., 1988 ; Van Rie et 
al., 1989). Afin de comparer nos résultats, nous avons aussi étudié l'insertion de la CrylAa dans 
une bic ouche de dipalmitoylphosphatidylcholine-dioleoylphosphatidylcholine (DPPC-DOPC), 
c'est-à-dire une membrane lipidique sans récepteurs. 
Ces travaux présentent la première démonstration à l'échelle nanométrique des interactions 
spécifiques des toxines du· Bt avec leur membrane cible dans des conditions pseudo-
physiologiques. Ces images montrent que les toxines du Bt forment des structures d'environ 35 
nm de diamètre et 5.1 à 6.7 nm de hauteur et que leur distribution et organisation au niveau de la 
membrane varient selon la toxine. Ces différences sont probablement associées à des interactions 
spécifiques protéine-protéine puisque qu'aucune interaction spécifique n'a été observée avec la 
Cry1Ba, une toxine inactive sur les larves de Manduca sexta. 
1. 7 Contribution des co-auteurs 
J'ai effectué seul la totalité des expériences présentées dans ce mémoire. Une fois par semaine, je 
discutais avec Raynald Laprade de la direction à donner à mes expériences suite à mes résultats 
hebdomadaires. Nous avions aussi des rencontres avec Antonella Badia, experte en AFM et en 
lipides (qui a mis à notre disposition le microscope à force atomique), Michel Lafleur, expert en 
interactions lipide-protéine, et Jean-Louis Schwartz, expert en Bt, afin de discuter des résultats et 
. des prochaines étapes à suivre. La rédaction de l'article a été faite majoritairement par moi, mais 
tous les co-auteurs ont contribué à valider ou questionner l'interprétation des résultats, ainsi qu'à 
la correction de l'anglais. 
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Chapitre II 
Imagerie par microscopie à force atomique de toxines Crylde Baeil/us thuringiensis 
interagissant avec des membranes apicales de l'intestin de Manduca sexta 
. Eric Laflamme, Antonella Badia, Michel Lafleur, Jean-Louis Schwartz et Raynald Laprade 
Soumis au Journal of membrane biology le 14 décembre 2007 
Accepté le 23 mars 2008. 
Résumé 
La microscopie à force atomique (AFM) a été utilisée afin d'imager des toxines Cryl du Bacillus 
thuringiensis (Bt) interagissant avec leur membrane cible, c'est à dire les membranes de bordure 
en brosse de la larve du Manduca sexta. De plus, pour fins de comparaison, ces toxines ont été 
imagées en interaction avec une bicouche de lipides synthétiques purs de 
dipalmitoylphosphatidylcholine-dioleoylphosphatidylcholine (DPPC-DOPC). Avec la bicouche 
de DPPC-DOPC, la CrylAa forme des structures se retrouvant principalement à l'interface entre 
deux domaines lipidiques distincts ou en bordure des domaines de DOPe. Les dimensions de ces 
structures sont d'environ 30 par 60 nm de large et 3 à 7 nrn de haut. Avec une préparation de 
vésicules de membrane de bordure en brosse (BBMV), on observe, sur le mica et en l'absence de 
toxine, des fragments membranaires plats pouvant atteindre 25 11m2 et 4.2 nm de hauteur. Il est 
aussi possible de voir, dans ces fragments, des structures irrégulières plus élevées. Après 
incubation avec la Cry 1 Aa, la Cry 1 Ac et la Cry 1 C, qui sont des toxines actives contre M sexta, 
de nouvelles structures de 35 nrn de large et de 5.1 à 6.7 nrn de haut apparaissent sur certains 
fragments membranaires, parfois dans des régions particulières de ceux-ci. Leur densité sur la 
membrane, qui atteint un plateau au bout de 4h, dépend de la toxine et de sa concentration. Les 
structures formées par la Cry lAc sont souvent groupées selon un arrangement serré à deux 
dimensions. Aucune interaction spécifique n'a pu être été observé avec la Cryl Ba, une toxine 
inactive contre M sexta. Cette étude fournit la première visualisation à l'échelle nanométrique 
des interactions entre les toxines de Bt et leur membrane cible. Les structures observées 
représente vraisemblablement un complexe pro té inique formant un pore fonctionnel dans la 
membrane. 
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Abstract 
Atomic force microscopy (AFM) was used to image Bacillus thuringiensis (Bt) toxins interacting 
with their natural targets, Manduca sexta midgut brush border membranes (BBMs), as weIl as 
with dipalmitoylphosphatidylcholine-dioleoylphosphatidylcholine (DPPC-DOPC) solid-
supported lipid bilayers. In 1ipid bi1ayers, Cry1Aa formed structures 30- by 60-nm wide and 3- to 
7-nm high, mostly at the interface of domains formed by the two different lipids or at the edge of 
DOPC-enriched domains. Brush border membrane vesic1es (BBMVs), in the absence of toxin, 
formed fiat membrane fragments of up to 25 ~m2 and 4.2-nm high, with irregular embedded 
structures. After incubation with Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1 C, which are active against M sexta, 
new structures, 35-nmwide and 5.1- to 6.7-nm high, were observed in sorne membrane 
fragments, sometimes only in particular regions. Their density, which reached a plateau within 4 
h, was toxin-and concentration-dependent. The structures formed by Cry1Ac were often 
grouped into dense, two-dimensional arrangements. No such specific interactions were observed 
with Cry1Ba, which is inactive against M sexta. This study provides the first visual 
demonstration of specific interactions of Bt toxins with insect midgut BBMs at the nanometric 
scale. The observed structures likely represent the protein complexes forming functional Bt pores 
in target membranes. 
Keywords : Brush border membrane, Cry1Aa, Cry1Ac, Cry1C, target membrane, BBMV. 
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Introduction 
Delta endotoxins from Bacillus thuringiensis (Bt) are presently the most widely used biological 
insecticides (Schnepf et al., 1998 ; Whalon and Wingerd, 2003). Following ingestion by the 
larvae, solubilisation in the gut and activation by intestinal proteases, the toxin binds to receptors 
at the apical membrane of the midgut epithelium and inserts into the membrane to form pores 
that abolish transmembrane ionic and electrical gradients, leading to cell death (Knowles and 
Ellar, 1987). However, several details of the mode of action of Bt toxins remain largely 
unknown, in particular the oligomerization step that leads to the formation of functional pores in 
the membrane. Structural models have been proposed in which several toxin molecules come 
together to form a pore (Hodgman and Ellar, 1990 ; Gill et al., 1992) and the first spatial 
arrangement of domain-I helices of Cry1Aa toxin in lipid bilayers was suggested (Schwartz et 
al., 1997a) and, subsequently, refined (Masson et al., 1999). These oligomeric models were 
based on X-ray crystallography data of the three-domain Cry3Aa and Cry1Aa toxins (Li et al., 
1991 ; Grochu1ski et al., 1995). However, the actual arrangement of the toxin molecules in 
artificial lipid bilayers with or without receptors, in native apical membranes, or in vivo, may be 
quite different. Furthermore, recent studies suggest a two-step insertion process in which an 
oligomeric prepore is formed first, when several toxins bind to cadherin receptors anchored to 
the membrane by a single transmembrane segment. In the second step, functional membrane 
pores are formed in lipid rafts, following the binding of the prepore complexes to 
aminopeptidase N (APN) receptors attached to the rafts by their glycosylphosphatidylinositol 
(GPI) tails (Zhuang et al., 2002; Bravo et al., 2004). 
Atomic force microscopy (AFM) is a recent, powerful tool that allows the imaging of various 
types of materials at the nanometric scale, including soft biological samples (reviewed in El 
Kirat et al., 2005). Indeed, lipid bilayers, natural membranes as well as proteins have been 
imaged by AFM. In addition, lateral resolution of up to 0.5 nm could be obtained with proteins 
forming regular two-dimensional arrays (Müller et al., 2000). Several experimental approaches 
have been used, such as patch-clamp pipette excision to isolate and image membranes and 
protein complexes (Danker et al., 1997), seriaI thin-sectioning of single cells to reveal their inner 
ultrastructure (Chen et al., 2005) or isolation of disc membranes by centrifugation to investigate 
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the organization of the G-protein-coupled rhodopsin receptor in the native membrane (Fotiadis et 
al., 2004). Of particular interest to the area of Bt toxin assembly characterization, Cry1Aa, a Bt 
toxin active against caterpillars, and Cry4Ba, a Bt toxin that kills mosquito larvae, have been 
visualized by AFM after being inserted into supported purified or synthetic lipid monolayers or 
bilayers (Vié et al., 2001 ; Puntheeranurak et al., 2005). While there is presently no information 
on how many toxin molecules form the pores, and whether receptor proteins participate in their 
architecture, the toxins appeared to associate and form tetrameric structures (Vié et al., 2001), 
supporting the 4-subunit model proposed earlier for the Bt pore (Schwartz et al., 1997a ; Masson 
et al., 1999). 
These previous AFM studies implicated non specific interactions between Bt toxins and purified 
or synthetic lipids. In order to address the specificity of these toxins to their target membranes 
and to elucidate further the structures they form in these membranes in their aqueous 
environment, AFM was used to image these pro teins in the presence of the midgut brush border 
membrane (BBM) from tobacco hornworm larvae (Manduca sexta, Lepidoptera). Three related 
Cry 1 toxins (Cry 1 Aa, Cry 1 Ac and Cry 1 C), all active against M sexta larvae and sharing at least 
67% amino acid identity (Hafte and Whiteley, 1989), were used for these studies, as well as 
Cry1Ba (55-58% or more identity with the former) to which the larvae are not sensitive (Hafte et 
al., 1988 ; Van Rie et al., 1989). For comparison, the insertion of Cry1Aa into supported 
Dipalmitoylphosphatidylcholine-di01eoylphosphatidylcholine (DPPC-DOPC) bilayers formed by 
liposome deposition on mica was also investigated. This work provides the first visual 
demonstration at the nanometric scale of the interaction between Bt toxins and their target native 
membranes under pseudo-physi010gical conditions. It shows that the toxins form structures 
approximately 35-nm in diameter and 5.1- to 6.7-nm in height and that the distribution and 
organization of these structures varies depending on the toxin. These differences are likely 
related to specific protein-protein interactions, whereas no such interactions were observed with 
Cry 1 Ba, which is not toxic to the target insect. 
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Materials and Methods 
Chemicals 
Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and dioleoylphosphatidylcholine (DO PC) were 
purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL), and phospholipase A2 (PLA2) from 
honeybee venom (P9279), was obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). 
Toxins 
The Cry 1 Aa, Cry 1 Ac, Cry 1 C and Cry 1 B toxins were obtained from Et strains producing the 
appropriate single recombinant toxins. The toxins were solubilised, trypsin-activated and purified 
by fast prote in liquid chromatography as described elsewhere (Masson et al., 1989 ; Masson et 
al., 1994). Stock solutions were prepared in 25 mM Tris-HeI (pH 9.4) at a concentration of 2 
mg/ml and kept at 4 oC. They were diluted to the appropriate concentrations in 10 mM HEPES-
KOH, pH 7.5, the normal experimental solution (NES). 
Brush border membrane vesicles 
Whole midguts were isolated from fifth-instar M sexta larvae (North Carolina State University, 
Department of Entomology Insectary, Raleigh, NC), freed of attached Malpighian tubules, and 
cleared of their contents. They were rinsed thoroughly with ice-cold 300 mM sucrose, 17 mM 
Tris-HeI (pH 7.5) and 5 mM EGTA, and stored at -80 oC until use. Brush border membrane 
vesicles (BBMVs) were prepared using a magnesium precipitation and differential centrifugation 
technique (Wolfersberger et al., 1987). The final membrane preparation was resuspended in NES 
at a final stock suspension concentration of 0.5 mg/ml of protein and stored at -80 oC until use. 
Formation of supported DPPCIDOPC bilayers and deposition of brush border membranes 
Multilamellar liposomes were prepared from stock solutions of DOPC and DPPC in chloroform 
(1 mg/ml). Two ml of a 1: 1 mixture (v/v) of DPPC/DOPC were dried under nitrogen and was left 
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under vacuum for at least 16 hours. The lipids were reconstituted in 2 ml diluted phosphate 
saline buffer (dPBS) containing 2.5 mM Na2HP04, 16.7 mM NaCI, pH 7.4, to a final 
concentration of 1 mg/ml. Smallliposomes were prepared by sonication at 60 oC for 12 minutes. 
For Cry1Aa toxin-enriched liposomes, 5 to 50 J..Lg/ml of toxin was added to the liposome 
suspension immediately after sonication, after which the suspension was vortexed for 1 minute 
and allowed to settle for 30 minutes. Pure liposomes or toxin-enriched liposomes were then 
deposited on freshly cleaved mica and incubated at 60 oC for 2 ho urs to form, through liposome 
fusion, a supported bilayer which was then rinsed with dPBS, ready for imaging. 
For BBM deposition, a BBMV stock suspension was diluted in NES to a final concentration of 
25 !lg/ml protein (final volume of 400 J..LI), incubated overnight on mica at room temperature and 
rinsed with NES prior to imaging. Overnight incubation significantly increased the probability of 
finding membrane fragments on the mica surface and proved practical given the long duration of 
the experiments due to the time required to locate the membrane fragments, image them in the 
absence oftoxin and then after as much as 4 additional hours. 
Atomic force microscopy imaging 
AFM imaging was performed at room temperature in the magnetic alternating current (MAC) 
mode using a PicoSPM microscope (Molecular Imaging, Tempe, AZ) equipped with a 30-J..Lm 
scanner and a fluid cell. AFM tips (MAC levers Tl, Molecular Imaging) with nominal spring 
constants of either 0.95 N/m or 0.6 N/m were used. The cantilever frequency was between 20 
and 60 kHz and the scanning rate between 1.15 and 2.0 Hz. Except for toxin-enriched liposome 
preparations, imaging was always performed before addition of the toxin, either with the 
supported bilayer or with BBMs alone. After withdrawing the AFM tip by 5 !lm and turning off 
the drive of the MAC mode controller, toxin (500 J..LI of either 8 or 40 J..Lg/ml oftoxin in NES) was 
added in the fluid cell through a solution ex change system made of a small polyethylene tube 
(0.86 mm inside diameter) and a 1-ml syringe, and the same area of the BBM sample was 
imaged. Each sample was incubated with either 8 or 40 J..Lg/ml of toxin for one and four hours, 
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and in sorne experiments, for two hours. After each incubation period, the preparation was rinsed 
with NES and the same observation area was imaged in this solution for variable periods oftime 
(20-120 min). Each experimental condition wàs repeated at least 10 times. Given the intrinsic 
size overestimation by the AFM tip in the horizontal plane (Markiewicz and Goh, 1994), the 
diameter of the observed structures was defined as their width at half height. Measurements are 
given as means ± standard error of the mean (SEM). 
ResuIts and Discussion 
Imaging of CrylAa toxin on DPPC-DOPC bilayers 
The interaction of Cry1Aa toxin with a DPPC-DOPC (1: 1 v/v) bilayer deposited on mica by 
liposome fusion was investigated (Milhiet et al., 2001). In the absence of toxin, the substrate was 
almost completely covered by the bilayer. Figure lA shows a typical image where three height 
levels are observed corresponding to bare mica (dark brown), fluid-phase DOPC-enriched (light 
brown) and gel/sol id-phase DPPC-enriched domains (yellow-brown). The bilayer consisted, at 
room temperature, of DPPC-enriched domains in the gel phase, surrounded by DOPC-enriched 
matrix in the fluid phase, as evidenced by the difference of their measured thickness above the 
mica surface (5.6 ± 0.3 nm (n = 8) vs 4.2 ± 0.2 nm (n = 8), respectively) (Fig. lA). DPPC-
enriched represented about 22%, DOPC-enriched ones, 72% and mica, 6% of the total surface, 
consistent with other observations of mixtures of gel and fluid phase lipids (Milhiet et al., 2006; 
Rinia et al., 2001). After a two hour incubation of the DPPC-DOPC bilayer with Cry1Aa, either 
at room temperature or at 55°C to promote toxin incorporation, no structural changes were 
observed. With toxin-enriched liposomes, bilayer coverage of the mica surface was only partial 
(Fig.1 B) and appeared to be inversely related to toxin concentration (not shown) likely due to 
preferential interaction of the toxin with the DOPC-enriched fluid phase and consequent 
interference with the fusion process. lndeed, in the typical image show:n in Fig. 1 B, at a toxin 
dose of 40 /lg/ml, DPPC-enriched domains covered about 33%, DOPC-enriched domains, 27% 
and mica, 40% of the total image area. However, in this case, a few isolated structures of about 
30 nm x 60 nm with heights varying from 3 to 7 nm were observed protruding from the bilayer 
surface, mostly at the interface of the DPPC-DOPC regions, as well as at the periphery ofDOPC 
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domains alone (Fig.1 B). As shown in Fig. 1 C, D and E, these structures appear to be composed 
of smaller substructures, as demonstrated by the vertical profile lines shown below the AFM 
images. These assemblies may represent oligomers of several toxin molecules. 
" 
Previous studies (Schwartz et al., 1993 ; Peyronnet et al., 2002) have shown that Cry1 toxins 
insert into lipid bilayers and form pores in the absence of Bt receptors. Of particular interest to 
the present study is the first attempt to visualize the architecture of the pores formed by Cry 1 Aa 
toxin in a lipid bilayer environrnent using AFM imaging (Vié et al., 2001). The images showed 
toxin aggregates of 30 to 100 nrn in diameter. In addition, substructures could be resolved, 
primarily at the periphery of these aggregates suggesting a tetrameric arrangement with a central 
depression of 1.5 nrn in diameter, and with a large part of the toxin molecules likely imbedded in 
the bilayer. In the latter study, the toxin was first allowed to insert into a monolayer at the 
air/water interface, followed by the deposition of the latter onto a second monolayer supported 
on mica. This insertion process was different from the actual mechanism in which the toxin 
partitions into a free-standing bilayer membrane directly from the aqueous phase. In the only 
other AFM study with Bt Cry toxins, Cry4Ba, was found to form, in supported bilayers, 
structures of 20 to 30 nm in cross-section and 2 to 4-nrn high that were preferentially localized 
along the edges of membrane defects (Puntheeranurak et al., 2005). In the latter study as weIl as 
the present one, substructures at the nrn-scale resolution could not be observed. This limited 
resolution may be linked to the particular geometry of these prote in molecules over and into the 
lipids. Limited resolution may also be a characteristic of imaging isolated proteins, as inspection 
of recent literature strongly suggests that extended two-dimensional arrays or c10sely packed 
arrangements are a prerequisite for high-resolution AFM imaging of membrane proteins 
(Janovjak et al., 2006). 
Imaging of brush border membranes from M. sexta midgut 
To mimic the biological situation, we proceeded to image M sexta midgut BBMs. These 
membranes contain the receptors that bind Bt toxins and promote pore formation (Schnepf et al., 
1998). We have used the same brush border membrane preparation under the same 
environmental conditions as used in our osmotic swellingpermeabilization assays (Fortier et al., 
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2007). After incubation with the BBMV solution, the mica was mostly covered by irregularly 
dispersed bumps of heights varying from a few to hundreds of nanometers, which could possibly 
represent unfused vesic1es (Wielert-Badt et al., 2002) or protein aggregates after membrane 
remodeling, namely lateral segregation of lipids in a fluid phase (Fig. 2). From time to time, 
larger fiat areas were also seen (one to two regions on a scanned surface of 250 !-tm2), with a 
surface area ranging from 1 to 25 !-tm2 and a height of 4.2 ± 0.1 nm (n = 15) (Fig. 2). Moreover, 
thicker flat domains of 5.1 ± O.l-nm in height (n = 8) and up to 1 !-tm2, indicative of lipid phase 
separation, were also detected within these flat areas (Fig. 3). Interestingly, this difference in 
thickness of about 1 nm between thinner and thicker regions of the bilayer is identical to that 
observed on synthetic lipid mixtures of phospphatidy1choline with sphingolipids and cholesterol, 
mimicking biological membrane lipid rafts (Rinia et al., 2001, Zhuang et al., 2002). 
Furthermore, the flat areas also contained higher and irregular regions of various dimensions. that 
sometimes appeared as ring-like domains containing more of these higher structures which may 
represent protein aggregates (Fig. 2). Phospholipase A2 (PLA2) was used to confirm the lipidic 
nature of these flat areas. PLA2 is an interfacially active, calcium-dependent enzyme which 
catalyzes c1eavage of the sn-2 ester linkage of glycerophospholipids, yielding fatty acid and 
lysophospholipid (Six and Dennis, 2000). Following the addition of PLA2 (5 !-tg/ml), graduaI 
erosion of the flat areas was observed (Fig. 4), in a way similar to that reported for phospholipid 
bilayers (Moraille and Badia, 2005), demonstrating the essentially phospholipidic nature of the 
eroded areas. From the above, it appears that the fiat areas originate from fragments of BBMV 
material deposited onto mica, with the smooth do mains being bilayers of native lipid, the higher 
ones with longer chain lipids. These membrane fragments likely result from the fusion of BBM 
patches or BBMVs. On the other hand, the irregular regions are likely constituted by prote in 
aggregates (Schillers et al., 2001 ; Fotiadis et al., 2004). 
Imaging of Cryl toxins on M. sexta midgut brush border membrane fragments 
The presence of native membrane material and its receptors was expected to promote Et toxin 
interaction with the membrane, thereby increasing the toxin density at the surface of the 
membrane, which should favor the observation of toxin molecules by AFM. After incubation 
with either 8 or 40 !-tg/ml of Cry1Aa, a toxin active against M sexta, new structures were 
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observed that were limited either to certain membrane fragments or to fragment regions (Fig. 5), 
suggesting specific interactions with these areas, likely through the toxin receptors or other 
specific membrane proteins or lipids. Similar results were obtained with two other toxins active 
against M sexta, Cry1Ac and Cry1C, at the same doses as above. Such structures were never 
observed when identical protocols were conducted in absence of toxin (control conditions). For 
CrylAa, CrylAc and CrylC, the number of structures on the membrane fragments increased 
with incubation time, and reached a plateau within four hours (Figs. 6 and 7). In certain cases, a 
few ofthese structures were close1y grouped together (Figs. 5B and 7, blue aiTows), suggesting il 
cluster-like organization as reported elsewhere (Peyronnet et al., 2002). The height of these 
structures over the membrane surface was 5.4 ± 0.2 nrn for Cry1Aa (n = 70), 6.7 ± 0.2 nm for 
Cry1Ac (n = 37) and 5.1 ± 0.5 nrn (n = 8) for Cry1C (Table 1). Their diameters were estimated 
to be 36.2 ± 0.8 nm (n = 70) for Cry1Aa, 34.6 ± 1.5 nrn (n = 37) for Cry1Ac and 39 ± 4 nm (n = 
8) for Cry 1 C (Table 1). These dimensions did not depend on toxin concentration. Interestingly, 
these structures appear quite similar to those observed on DPPC-DOPC bilayers. This result can 
be set in parallel with the finding of similar pore sizes determined in functiona1 assays on p1anar 
receptor-free lipid bilayers and on receptor-containing brush border membrane vesicles 
(Peyronnet et al., 2002, Tranet al. 2001). Similarly, previous single ion channel measurements 
on planar lipid bilayers showed similar values of conductance in the presence or absence of 
purified toxin receptors (Schwartz et al., 1997b). Together, these findings strongly suggest that 
the general features of the pore architecture in the membrane are similar, whether the receptors 
are present or not. The AFM-measured values, when compared to X-ray crystallography data of 
Cry1Aa (Grochulski et al., 1995) which indicates that a single toxin molecule in solution 
measures 8.0 x 5.5 x 5.5 nrn, suggest that the observed structures contain most likely several 
toxin molecules possibly with a large portion of each molecule lying on the membrane surface 
(Schwartz et al., 1997a, Masson et al., 1999). The oligomerization mechanism ofCry1 toxins is 
still largely unknown and several schemes have been envisaged (Schwartz and Laprade, 2000). 
For example, the toxin molecules could form an oligomeric prepore either before, or after 
docking onto a particular receptor (e.g. a cadherin in the case of Cry 1 Ab (Bravo et al., 2004). 
Alternatively, oligomerization may be a progressive process taking place in the membrane, 
starting with a single toxin molecule binding to its receptor and inserting into the membrane, 
followed by the sequential addition of other toxin molecules. Such a process may weIl 
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correspond to what is illustrated in Fig. 6, where the observed structures increased in size, up to 
about 35 nrn in diameter, as a function oftime. 
In order to characterize the appearance of these structures on membrane fragments and attempt to 
identify and quantify differences in the way these toxins interact \vith their target membrane, our 
observations were divided into four categories (Table 2) : [1] fragments that show no obvious 
structures; [2] fragments in which structures are observed mostly at their edges, i.e., either at the 
periphery of the fragments or at the edges of defects created by AFM tip erosion ; [3] fragments 
in which structures are observed both on the surface and the borders of the fragments but with a 
c1ear preponderance for the surface and [4] fragments in which structures form dense two-
dimensional (2-D) arrangements. Each experiment consisted of observations of the same 
fragments after one hour and four ho urs of incubation with a single dose (either 8 or 40 Ilg/ml) of 
each toxin. For each toxin and each concentration, 10 membrane fragments were imaged. With 
Cry1Aa, after an incubation time of one hour, 1 of the 10 observed membrane fragments showed 
structures distributed over most of their area at 8 Ilg/ml, and two of them at 40 Ilg/ml (Table 2). 
At 40 Ilg/ml, incubating the toxin for four hours did not increase the surface coverage, suggesting 
a saturating mechanism. On the other hand, larger toxin concentrations and longer incubation 
times increased the probability of toxin insertion at the edges of the membrane fragments. The 
number of membrane fragments (out of 10) observed with the toxin mainly at their edges 
increased from none after one hour to 5 after four hours at 8 Ilg/ml, and from 5 after one hour to 
8 after four hours at 40 Ilg/ml. In situations such as those of Fig. 5 and Fig. 6, where a good 
coverage of the fragment surface by the toxin structures was obtained (category 3 above), 89% 
presented a density of 40 to 60 structures/11m2, which could represent an estimate of the density 
of Cry 1 Aa Bt receptors in particular regions of the M sexta midgut apical membrane. 
In contrast to Cry 1 Aa, Cry 1 Ac did not form evenly distributed structures on the surface of the 
membrane fragments (Table 2). However, like Cry1Aa, Cry lAc formed structures at the edges of 
the fragments, and its density and distribution depended on toxin concentration and incubation 
time (Table 2). Indeed, while at 8 Ilg/ml and after one hour incubation virtually no structures 
were observed at the edges, 3 fragments out of 10 showed such structures after four hours. At 40 
Ilg/ml, 5 fragments out of 10 showed toxin structures at the edges after one hour, similar to 
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Cry1Aa. AIso, in contrast to Cry1Aa, Cry1Ac, at 40 ).tg/ml, formed dense 2-D arrangements on 1 
fragment out of 10 after one hour and on 7 fragments out of 10 after four hours (Table 2 and 
Figs. 7 and 8). The height of these 2-D arrangements was 6.1 ± 0.3 nm (n = 5), similar to that of 
the single structures formed by Cry lAc (6.7 ± 0.2 nm, n = 37) (Table 1). It appears that the 
formation of these arrangements is initiated by a few isolated toxins mostly located at the edges 
of the fragments, in a time- and dose-dependent manner, eventually reaching saturation (Fig. 7). 
Indeed, addition of more CrylAc toxin after formation of dense 2-D arrangements did not 
increase their size (not shown), suggesting a limited number of specific binding sites on the toxin 
structures and/or the membrane. Cry1Ac thus demonstrates a much higher level of toxin-toxin 
interaction than Cry1Aa. 
With Cry1C, good surface coverage (category 3 above, Table 2) was never observed after one 
hour, either at 8 ).tg/ml or at 40 ).tg/ml. However, after four hours, a good coverage was observed 
on 1 out of 10 fragments with 8 ).tg/ml of the toxin, and on 2 fragments out of 10 at 40 f-lg/ml 
(Fig. 9 and Table 2), similar to what was observed with Cry1Aa after four hours (Figs. 5 and 6). 
Like Cry1Aa and CrylAc, Cryl C interacted with the membrane fragments at the edges, but to a 
lesser extent. -Indeed, the percentage of fragments showing Cry1 C structures at their edges did 
not change (1 out of lO) between one and four hours of 8 f-lg/ml toxin exposure, and increased 
slightly (from 2 fragments to 3, out of 10) between one and four hours of expos~re to 40 ).tg/ml 
CrylC. 
Cry1Aa toxin distribution in particular regions of sorne fragments (Fig. 5B, D, E and F) strongly 
suggests that its receptors are localized in these regions, although the latter could not be imaged 
in the absence of toxin, possibly because of their flexibility over the BBM, like that of GPI-
anchored proteins (Ikezawa, 2002). Indeed most of these receptors are members of the APN, 
ALP or cadherins families, the two former types being attached to the membrane by a highly 
flexible GPI-anchor whereas the latter possess a single membrane-crossing region (Wheelock 
and Johnson, 2003). On the other hand, certain membrane fragments were devoid of toxins 
(Table 2). It is possible that the imaged BBMs originated from different regions of the midgut, 
which would potentially affect the receptor type and density found in AFM samples. 
Furthermore, BBMVdeposition on mica, followed by the formation of a single bilayer 
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membrane, may not always result in the outside-out configuration in which receptors would be 
properly exposed to the bathipg solution and thus, to the toxins. Therefore, the number and the 
availability of the receptors may be different under our AFM conditions from those found either 
in binding or light-scattering assays on BBMVs, or in planar lipid bilayer experiments in which 
BBMVs were reconstituted. Nevertheless, our data c1early demonstrate that AFM images of 
BBMs in the presence of Bt toxins are dramatically different from those of BBMs alone and that 
the toxin interacts only with certain regions of the membrane fragments. This provides the first 
AFM evidence for the existence of specifie interactions between Bt toxins and target insect 
midgut membranes. 
Detergent resistant microdomains of plasma membrane, or lipid rafts, have been proposed as a 
critical site in the mode of action of the Bt toxin Cry1Ab, i.e. the site of toxin pre-oligomer 
binding to APN and insertion into the gut membrane (Bravo et al., 2004). Such lipid rafts have 
been imaged by AFM in artificial lipid mixtures (Yuan et al., 2002 ; Milhiet et al., 2002 ; 
Giocondi et al., 2000), but their biological existence or relevance is still a matter of debate 
(Heerklotz, 2002 ; Munro, 2003). Detailed analysis of lipids bound to APN from M sexta BBM, 
which act as receptors of Cry 1 Ac and Cry 1 C toxins, revealed that long, unsatured-chain free 
fatty acids and diacylglycerol are involved (Sangadala et al., 2001) while detergent-insoluble 
lipids extracted from M sexta and Heliothis virescens midgut BBMV showed a large amount of 
cholesterol and sphingomyelin (Zhuang et al., 2002). Such a mixture of lipids may also be 
present in our AFM samples and explain the different domains that were observed, sorne 
differing in height by about 1 nm. In our experiments, however, the higher lipidic domains 
seemed to be largely deprived of the toxin structures (Fig. 5D, E and F), suggesting that the toxin 
receptors are localized in the lower domains. The Bt toxin molecules may actually be considered 
as reporters of the presence on the brush border membrane of the Bt receptors to which the y 
bind. Our data suggests therefore that these receptors are localized in the lower areas of the lipid 
surface and that their distribution depends on the receptor-toxin pair under consideration. 
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Toxin dose 
Interestingly, while CrylAa, CrylAc, CrylBa and CrylC toxins have been shown to form ion 
channels in receptor-free planar lipid bilayers at 5-10 Il g/m 1 doses, much lower toxin 
concentrations were required either when a Bt receptor complex from M sexta was reconstituted 
in the membranes (20-100 ng/ml CrylAc (Schwartz et al., 1997b) or when Lymantria dis par 
(gypsy moth, Lepidoptera) BBMVs were fused to the bilayers (60-80 ng/ml CrylAa) (Peyronnet 
et al., 2001). In the former case, native lipids were associated with the receptor (Sangadala et al., 
2001) and in the latter case; the planar lipid bilayers were enriched with several Bt receptors and 
other membrane proteins in addition to native lipids, inc1uding possibly sorne structural pro teins 
(Terra et al., 2006 ; Kirouac et al., 2006). In the present AFM study, rather high doses (8 and 40 
Ilg/ml, i.e., in the range of those used in receptor-free planar lipid bilayer experiments) were 
required to observe the interaction between Bt toxins and BBMs. In addition, the time course of 
these interaction was considerably longer than that needed for pore formation in membrane 
vesic1es (Fortier et al., 2007 ; Fortier et al., 2005 ; Vachon et al., 2004). This may be related to 
the difference in sensitivity of the methods. Indeed, permeability measurements are very 
sensitive whereas in AFM, a certain number of structures must be present on a given surface to 
allow the observer to identify their presence with a reasonable level of certainty. Alternatively, 
this may result from the fact that the fluidity of the membrane was reduced due to the vicinity of 
the mica substrate, thus reducing the probability of insertion of the toxin (Stottrup et al., 2004). It 
could also be due to long range repulsive electrostatic forces exerted by the negatively charged 
mica. These would be significant at the low ionic strength used in the present experiments which 
is that used in permeability essays (Fortier et al., 2005 ; Müller et al., 1999). The need for high 
doses may be related also to a lower accessibility of the receptors at the sample surface. 
Toxin specificity 
To verify the specificity of the interactions of CrylAa, CrylAc and CrylC with the membrane 
fragments, Cry 1 Ba, a toxin that is inactive against M sexta, was tested. At the maximum 
concentration and incubation time used, no structures were observed on 9 of the 10 membrane 
fragments. Moreover, when observed, the structures were sparse and located. at the edge of the 
31 
lipid areas and in defects of the membrane fragments (not shown). The fact that CrylBa, for 
which there is no receptor in M sexta midgut (Hofte and Whiteley, 1989), could only be 
observed at edges and defect sites under maximum concentration and incubation time seems to 
indicate that this prote in interacted directly with the lipids, similar to what has been observed 
electrophysiologically in planar lipid bilayers (Schwartz et al., 1997b). 
The relation between the Bt toxin deposition patterns observed on the AFM images and the 
localisation of their receptors on the midgut apical membrane may be relevant to the in vivo 
specificity of Bt toxins. The fact that the CrylAa and CrylC receptors are likely to be more 
numerous in BBMs than the CrylAc receptors (Hofte and Whiteley, 1989 ; Hofte et al., 1988 ; 
Van Rie et al., 1989 ; Van Rie et al., 1990) could explain the evenly distributed patterns 
observed with the two former toxins and their absence with the latter. Indeed, good surface 
coverage was attained with Cry1Aa and Cry1C. Interestingly, Cry1Ac was the only of the three 
toxins that formed dense 2-D surface arrangements, which may be related to the higher toxicity 
of this protein (reviewed in Tran et al., 2001). For this protein, favorable conformation changes 
may have promoted toxin-toxin interaction of free toxin molecules, either with those inserted at 
the edges of membrane fragments, which would explain the way these 2-D arrangements 
developed from the fragment edges, or with other toxin molecules bound to their receptors, 
resulting in the dense 2-D arrangements observed. Finally, the observation of the various toxins, 
including Cryl Ba, at the edges of the membrane fragments, is likely related to facilitated toxin-
lipid interaction in membrane default areas. These are known to promote protein-lipid 
interactions (Puntheeranurak et al., 2005). Taken together, these observations strongly suggest 
that CrylAa, CrylAc and CrylC interactions with the membrane fragments are specific and 
most likely mediated through membrane receptors and toxin-toxin interactions. However, the 
different patterns of interaction of these three toxins with the membrane suggest that the y 
associate with different receptor molecules or toxin regions. 
Conclusion 
This study provides the first visualisation of the interaction between Bt toxins and BBMs derived 
from midgut cells of M sexta larvae. These membranes are the natural targets of Bt toxins which 
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have been shown to bind to specifie receptors located on their surface, and in a subsequent step, 
to form pores and permeabilize the membranes, leading to cell swelling and lysis. AFM 
measurements established that CrylAa, CrylAc and CrylC proteins, three closely related toxins 
active against M sexta, formed structures approximately 35-nrn in diameter and 5.1- to 6.7-nm in 
height after exposure of the BBMs to the toxins. The three toxins did not interact in the same 
way with the BBM, neither in terms of kinetics nor localization and assembly. In addition to 
toxin-toxin and toxin-lipid interactions, these structures, in regions where they are evenly 
distributed, appear to be formed largely through toxin-receptors interactions, thus possibly 
making the toxin molecules the reporters of their receptors, and therefore providing an indirect 
way to visualize both the location and density of these receptors on the BBM. Our data therefore 
suggest that these receptors are localized in the thinner regions of the lipid surface observed by 
AFM and that their distribution depends on the receptor-toxin pair under consideration. FinaIly, 
the dimensions and distribution of the toxins imaged by AFM on natural midgut membrane may 
weIl reflect those of the functional pores formed by Bt proteins in vivo. 
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Table 1. Measured heights and diameters of Cry toxins interacting with membrane fragments. 
Data are mean ± SEM. 
Cry1Ac (n=37) * 
Cry1C (n=8) * 
Cry1Ac 2-D arr. (n=5) * 
Height (nm) Diameter (nm) 
6.7 ± 0.2 
5.1 ± 0.5 
6.1 ± 0.3 
34.6 ± 1.5 
39±4 
N.A. 
* n = number of toxin structures or dense 2-D arrangements that have been cross-sectioned. 
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Table 2. Toxin structures interacting with membrane fragments. Each experiment was conducted 
on the same membrane fragment after one and four ho urs of incubation with the toxin. 
Toxin Toxin Incubation Number of fragments with particular 
type dose time (h) localization of structures : (Cry) (~g/ml) 
1) None • 2) Edges • 3) Surface • 4) 2-D 
• arrangement 
1Aa st 9 0 0 
4 3 5 2 0 
40t 3 5 2 0 
4 0 S 2 0 
lAc st 10 0 0 0 
4 7 3 0 0 
40t 4 5 0 
4 0 3 0 7 
1C st 9 0 0 
4 S 0 
40t S 2 0 0 
4 5 3 2 0 
• The appearance of these structures on membrane fragments were divided into four categories: 
1) Number of fragments without structures (None) 
2) Number of fragments presenting structures mainly at edges (Edges) 
3) Number of fragments presenting structures mainly on the surface (Surface) 
4) Number of fragments presenting dense 2-D arrangement of structures (2D-arrangement) 
Each experiment consisted of observations of the same fragments after one hour and four hours 
of incubation with a single dose (either S or 40 ~g/ml) of each toxin. 
t For each toxin and each concentration, 10 membrane fragments were imaged (n = 10). 
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Fig. 1. AFM imaging of a typical DPPC-DOPC (1: 1 v/v) supported bilayer on mica prepared by 
liposome fusion. A) In the absence of toxin, DPPC domains occupy about 22%, DOPC 72% and 
mica 6% of the total image area. B) With Cry1Aa toxin preloaded liposomes (40 jJg/ml toxin), 
DPPC covers about 33%, DOPC 27% and mica 40% of the total image area. Irnaging was 
performed two hours following toxin-enriched liposome deposition on the mica surface at 60°C. 
Arrows point to structures formed by Cry1Aa (these are never observed in the absence of toxin). 
C), D) and E), Similar structures observed in independently acquired images recorded under 
identical conditions and magnified further 20x. These structures measure approximately 30 nm x 
60 nm with heights varying from 3 to 7 nm. The horizontal bars below the images represent the 
color-coded heights on the images. The vertical profiles along the green lines are given below the 
images. 
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Fig. 2. Representative images of membrane fragments from M. sexta midgut BBMs. Most of the 
mica surface is covered by bumps (B) of various heights which could possibly be unfused 
vesicles. The fiat region is a membrane fragment (F) ( delimited in bIue) with height of 4.2 ± 0.1 
nm. Ring-like domains (P) (delimited in green) were also observed, suggesting the presence of 
aggregates of membrane proteins. 
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Fig. 3. Lipid domains in BBMs from M. sexta. Higher lipidic domains (delimited in blue) were 
sometimes observed within the membrane fragments. Their height is 5.1 ± 0.1 nm, compared to 
the that of the fragment themselves, i.e., 4.2 ± 0.1 nm. The vertical profile along the green line 
on the image is shown below. 
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Fig. 4. Effect of PLA2 on BBMs from M. sexta. Membrane fragments were gradually eroded by 
PLA2 (5 Jlglml) , demonstrating the essentially iipidic nature of the fragments. A) Membrane 
fragment before addition of PLA2 (delimited in biue). B) Image of the same membrane 
fragment. PLA2 was added when haif of the image was scanned (scanning was performed from 
the bottom to the top). The effect of PLA2 was immediate, showing at the same time the efficacy 
of the solution exchange system. C) Seven minutes after adding PLA2, most of the membrane 
fragment was eroded. 
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Fig. 5. Interaction of CrylAa toxin with BBMs from M. sexta. After incubation with CrylAa, 
structures were observed either on certain membrane fragments or on certain regions of the 
fragments. A) Membrane fragment in the absence of toxin. B) Same fragment after one hour 
incubation with CrylAa at 40 jlg/ml, showing toxin structures (approx. 35 nm in diameter and 5 
to 7 nm high), more or less evenly distributed (40 to 60 toxin structures/J..Im2) over the surface of 
the fragment. Arrows point to c10sely positioned structures. C) Magnification (approx. 7x) of the 
structures shown in B. D) Another membrane fragment showing a higher lipidic domain 
(delimited in blue) in the absence of toxin. E) Same as D, after four hour incubation with 
CrylAa at 8 jlg/ml. Toxin structures appeared mainly at the surface of the lower lipidic region. 
On the higher domains, virtually no such structures were observed. F) Magnification (approx. 
3x) of an area containing the two lipidic domains observed in E. In addition, but very rarely, 
higher and larger aggregates of toxins could be seen on these higher domains (blue arrows). 
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Fig. 6. Time course of CrylAa interaction with BBMs from M. sexta. The same area was imaged 
before and after a total of one, two and four hours incubation with CrylAa (40 flglml). Blue Xs 
are reference markers. Small structures appeared after one hour of toxin exposure (yellow 
arrows) that attained their maximum size of approx. 35-nm in diameter and a height of 5 to 7 nm 
after two hours (yellow circles). After four hours, the number of such structures reached a 
plateau and degradation of the membrane by the AFM tip was clearly observed and revealed the 
mica surface (dark areas). 
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Fig. 7. Time course of CrylAc interaction with BBMs from M. sexta. The same area was imaged 
before and after a total of one, two and four hours incubation with CrylAc (40 Ilg/ml). As shown 
by the blue arrows, a few toxins observed after one hour in the defects of the membrane fragment 
generated pearl-like strings of toxin structures after two hours, resulting in a dense 2-D 
arrangement after four hours. Such arrangements were never observed with CrylAa (see Figs. 5 
and 6). 
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Fig. 8. Dense 2-D arrangements formed by CrylAc toxin interacting with BBMs from M. sexta. 
A) Large membrane fragment before addition of the toxin. B) Same area after four hours of 
incubation with 40 Jlg/ml CrylAc. The vertical profile along the green line on the image is 
shown below. 
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Fig. 9. Interaction of CrylC toxin with BBMs from M. sexta. A) Membrane fragment in the 
absence of toxin. B) Same fragment after four hours of incubation with CrylC at 8 !lg/ml. Toxin 
structures were observed on the fragments, with similar dimensions and distribution to what was 
observed with CrylAa (see Figs. 5 and 6). Degradation of the membrane fragment by the AFM 
tip is clearly observed (dark areas). 
Chapitre III 
Discussion générale 
3.1 Imagerie de la CrylAa sur une bicouche de DPPC-DOPC 
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Comme l'avaient démontré les enregistrements de canaux ioniques individuels sur des bicouche 
lipidiques (Schwartz et al., 1993 ; Peyronnet et al., 2002), les toxines du Bt peuvent former des 
pores en absence de récepteur, les structures formées dans ce cas particulier étant donc dues à 
des interactions lipide-protéine. D'autre part, deux études en AFM avaient permis de visualiser 
des toxines de Bt interagissant avec des lipides (Puntheeranurak et al., 2005 ; Vié et al., 2001 ;) 
et c'est pourquoi nous avons d'abord étudié l'interaction de la Cry1Aa avec une bic ouche de 
DPPC-DOPC obtenue par fusion de vésicules lipidiques. Cependant, aucune nouvelle structure 
n'a pu être observée en ajoutant de la Cry1Aa à une bicouche de DPPC-DOPC déjà formée sur la 
surface de mica, même après une incubation de deux heures. Par contre, en ajoutant la toxine 
avant la fusion des vésicules sur le mica, il nous a été possible d'observer quelques structures, 
principalement à l'interface des bicouches de DOPC et de DPPC ou en bordure des domaines de 
DOPC seuls. Vraisemblablement, la fluidité plus grande de la membrane dans les vésicules en 
suspension a facilité l'insertion des toxines. Dans ces conditions, les dimensions des structures 
étaient d'environ 30 par 60 nrn dans le plan de la membrane avec une hauteur de 3 à 7 nm, ce qui 
pourrait représenter un oligomère de plusieurs molécules (article, figure 1). Mais, comme il 
apparaissait plus pertinent de pouvoir visualiser les toxines interagissant avec ses récepteurs 
spécifiques dans les conditions naturelles d'insertion membranaire de la toxine, nous avons 
imagé les toxines de Bt suite à une incubation avec la membrane en bordure en brosse du M 
sexta. 
3.2 Imagerie de membranes de bordure en brosse du M. sexta 
Afin d'imiter les conditions physiologiques dans lesquelles la formation de pores est observée 
expérimentalement, nous avons d'abord imagé la membrane de bordure en brosse du M sexta. 
Les fragments membranaires provenant de la préparation de BBMV avaient l'épaisseur d'une 
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bicouche lipidique, soit 4.2 nm (article, figure 2), et ils présentaient parfois des domaines 
possédant une épaisseur supérieure de 1 nm à l'ensemble de la bicouche (article, figure 3), ce qui 
pourraient être associés à des radeaux lipidiques. Des bosses irrégulières, probablement des 
agrégats de protéines, ont pu aussi être observées sur ces membranes. La phopholipase A2, un 
enzyme qui détruit les phospholipides, a érodé ces fragments membranaires, démontrant leur 
nature phospholipidique (article, figure 4). Ces fragments pourraient résulter de la fusion sur le 
mica de parties de membranes planes ou de vésicules membranaires. 
3.3 Imagerie de toxines de Bt sur des fragments de membranes de bordure en brosse de M. 
sexta 
La présence de la membrane native et de ses récepteurs devrait, en théorie, améliorer les 
interactions de la toxine avec les fragments membranaires et ainsi augmenter la densité de la 
toxine sur la membrane et en faciliter l'observation en AFM. Après l'incubation avec la CrylAa, 
à 8 ou 40 Ilg/ml, de nouvelles structures sont apparues sur certains fragments membranaires ou 
certaines régions de celle-ci, ce qui suggère des interactions spécifiques dues aux récepteurs de la 
toxine ou d'autres lipides ou protéines membranaires (article, figure 5). Des résultats similaires 
ont été obtenus avec la CrylAc et la CrylC alors qu'aucune interaction spécifique n'a été 
observée avec la CrylBa, une toxine inactive contre le M sexta. Le diamètre des structures est 
d'environ 35 nm alors que leur hauteur au dessus de la membrane est d'environ 6 nm (Tableau 
1). Ces dimensions se rapprochent de celles que nous avons observées avec les bicouches de 
DPPC-DOPC. Les dimensions de ces structures, si on les compare à celles d'une molécule de 
toxine obtenues par cristallographie rayon X de 8.0x5.0x5.0 nm (Grochulski et al., 1995), 
suggèrent qu'elles seraient vraisemblablement composées de plusieurs molécules, avec une 
partie importante à la surface de la membrane. La figure 6, dans l'article, illustre probablement le 
processus d'oligomérisation par lequel les molécules, au niveau d'un récepteur spécifique, 
s'ajoutent graduellement pour former une structure de dimension caractéristique constituant un 
pore fonctionnel. 
Afin de bien caractériser les interactions des toxines avec les fragments membranaires, nous 
avons séparé nos observations en quatre catégories distinctes: 1- les fragments membranaires où 
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aucune structure n'a été observée, 2- les fragments où les structures se situaient en bordure, 3- les 
fragments où les structures se situaient sur leur surface et en bordure, mais avec une 
prépondérance pour la surface et 4- les fragments pour lesquels on observait des réseaux 2-D de 
structures. Ces quatre catégories nous ont permis de discriminer de façon objective les 
interactions non spécifiques protéine-lipide (catégorie 2) des interactions spécifiques protéine-
protéine (catégories 3 et 4). Avec la CrylAa, nous avons constaté qu'environ 2 fragments sur 10 
présentaient un recouvrement de toxine en surface (catégorie 3) à 8 ou 40 ~g/ml. Pour la Cry 1 C, 
on a atteint cette valeur seulement à une concentration de toxine 40 ~g/ml (Tableau 2). De plus, 
ce recouvrement en surface pour ces deux toxines était similaire et d'environ 40 à 60 toxines par 
~2, ce qui pourrait fournir une estimation de la densité des récepteurs sur la surface dans ces 
régions particulières de la membrane apicale du M sexta. Par contre, contrairement à la CrylAa 
et la Cryl C, la CrylAc ne présentait pas de recouvrement en surface, mais étalait plutôt, à la plus 
forte concentration, un dense réseau 2-D suggérant des interactions toxine-toxine (article, figure 
7 et 8). En effet, il a été possible d'observer les structures de CrylAc s'organisant 
progressivement comme un collier de perles, puis faisant graduellement place à un arrangement 
2-D (article, figure 7). Pour ces trois toxines, une saturation du nombre de structures en surface 
au bout de 4h suggère un nombre limité de sites spécifiques sur la membrane et/ou la toxine. Par 
ailleurs, la Cryl Ba, qui est inactive contre M sexta, n'a montré aucune interaction avec la 
membrane en surface ou en réseau 2-D (catégorie 3 et 4). Cela suggère, une fois de plus, que les 
catégories d'interaction 3 et 4 sont fort probablement spécifiques. Par contre, il a été possible 
d'observer la CrylBa, la CrylAa, la CrylAc et la CrylC en bordure ou dans les défauts des 
fragments membranaires. Cela indique que les toxines peuvent interagir directement avec les 
lipides, de façon similaire à ce qui a été observé en AFM dans les bicouches de DOPC-DPPC et 
en électrophysiologie avec des bicouches planes (Schwartz et al., 1997b). 
La distribution de la Cry 1 Aa dans les domaines lipidiques les plus mmce (4.2 nm) semble 
indiquer que les récepteurs seraient situés dans ces domaines. Par contre, il n'a pas été possible 
d'imager les récepteurs en AFM en l'absence de toxine, ce qui est probablement dû à leur 
flexibilité au dessus de la membrane. En effet, la détection de structures en AFM dépend de leur 
rigidité. Or, la plupart des récepteurs connus de la toxine du Bt sont des membres des APL et des 
APN, qui sont attachés à la membrane par une ancre lipidique très flexible, ou des cadhérines, 
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qui ont une seule région trans-membranaire (Ikezawa, 2002). Les échantillons biologiques étant 
par définition des tissus mous, ils présentent donc un défi additionnel en AFM. D'autre part, que 
les fragments n'interagissent pas tous de façon spécifique avec la toxine pourrait être dû au fait 
que bien que nous ayons utilisé une solution purifiée de BBMV, il est possible que certains 
fragments membranaires se déposant sur le mica ne proviennent pas directement des BBMV 
mais plutôt d'une autre partie de l'intestin. Une autre possibilité serait que la déposition des 
fragments sur le mica se fait de telle sorte que les récepteurs font face au mica et sont donc 
inaccessibles à la toxine. En conséquence, ces conditions particulières en AFM pourraient 
expliquer des variations dans la disponibilité des récepteurs comparativement à ce qui a est 
observé dans des expériences de liaison ou de mesure de perméabilité. Par contre, nos images de 
fragments membranaires montrent des différences évidentes en absence et en présence de toxine 
et que dans Ja plupart des cas, les interactions entre les toxines et leur membrane cible sont 
spécifiques. 
Par ailleurs, les radeaux lipidiques, ou domaines lipidiques résistants aux détergents, ont été 
proposé comme jouant un rôle critique dans le mode d'action de la toxine CrylAb (Bravo et à!., 
2004). L'analyse des radeaux lipidiques indique qu'ils sont composés en majorité de 
diacylglycerol, de sphingomyelin et de cholesterol (Sangadala et al., 2001 ; Zhuang et al., 2002). 
Ils devraient former des domaines lipidiques légèrement plus épais que le reste de la membrane 
dû à cette présence de cholestérol qui étire les chaînes carboniques des lipides environnants. Bien 
que leur existence soit encore aujourd'hui un $ujet de débat, ces radeaux lipidiques pourraient 
être représentés dans nos images par les domaines lipidiques surélevés observés sur certains 
fragments membranaires (article, figure 3), quoique la CrylAa semble plutôt se lier aux 
domaines lipidiques les plus bas, contrairement à ce qu'on attendrait. 
3.3.1. La dose de toxine 
Des études sur la Cry 1 Aa, la Cry 1 Ac, la Cry 1 C et la Cry 1 Ba ont montré que ces toxines peuvent 
former des canaux ioniques dans des bicouches lipidiques sans récepteur à des concentrations de 
5 à 10 J..lg/ml, alors que des concentrations beaucoup pl us faibles de 20 à 100 ng/ml sont 
suffisantes lorsque des récepteurs sont présent dans la membrane (Kirouac et al., 2006 ; 
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Peyronnet et al., 2001 ; Sangadala et al., 2001 ; Schwartz et al., 1997b ; Terra et al., 2006). Dans 
notre étude, des doses comparables aux études en bicouches sans récepteurs (8 à 40 Jlg/ml) ont 
été nécessaires afin d'observer des interactions spécifiques entre les toxines du Bt et les 
membranes de bordure en brosse. De plus, le temps que prenait la toxine pour interagir avec la 
membrane cible était considérablement plus long que le temps nécessaire à la formation de pores 
dans des vésicules (de l'ordre d'une dizaine de minutes) (Fortier et al., 2005 ; Fortier et al., 2007 
; Vachon et al., 2004). Cela est peut-être dû au fait que la fluidité de la membrane est réduite en 
se fusionnant au mica et que cela limiterait la probabilité d'interaction avec la toxine (Stottrup et 
al., 2004). Il pourrait aussi y avoir une répulsion électrostatique exercée par les charges 
négatives du mica sur la toxine, particulièrement importante à la faible concentration ionique que 
nous avons utilisée dans notre étude (Fortier et al., 2005 ; Müller et al., 1999). De façon plus 
générale, le besoin d'une forte dose de toxine pourrait être due à une accessibilité moins grande 
aux récepteurs sur l'échantillon. 
3.3.2. Spécificité de la toxine 
En plus d'avoir utilisé la CrylBa, une toxine inactive contre le M sexta, afin de vérifier la 
spécificité des interactions des toxines de Bt avec leur membrane native, nous avons tenté de voir 
s'il existe une corrélation entre les résultats de notre étude et la spécificité in vivo des toxines de 
Bt. Par exemple, certaines études ont montré que les récepteurs de la Cry 1 Aa et de la Cry 1 C sont 
plus nombreux que ceux de la CrylAc (Hofte et al., 1988; Hofte et Whiteley, 1989; Van Rie et 
al., 1989 ; Van Rie et al., 1990), ce qui pourrait expliquer la distribution uniforme sur la surface 
membranaire qui a été observée uniquement avec les deux premières. Par contre, le fait que la 
CrylAc soit la seule de ces toxines à former un arrangement 2D pourrait être relié à sa toxicité 
relativement plus élevée comparativement à la CrylAa et la CrylC (revue dans Tran et al., 
2001). Pour la Cry lAc, l'arrangement 2D pourrait avoir été provoqué par des interactions toxine-
toxine suite à ùn changement de conformation de la protéine. Certains acides aminés uniques à la 
Cry lAc ou une différence de conformation locale due à la présence de ces acides aminés 
pourraient favoriser une conformation particulière de celle-ci et ainsi permettre ces interactions 
toxine-toxine. Au niveau de la membrane, des toxines libres interagissant directement avec des 
toxines s'étant liées aux lipides en bordure des fragments membranaires ou avec des toxines 
56 
ayant interagi avec des récepteurs spécifiques sur la membrane pourraient déclencher cet 
arrangement 2D (article, figure 7). Finalement, le fait qu'il ait été possible d'observer les quatre 
toxines, incluant la Cry 1 Ba, interagissant avec les bordures ou les défauts des fragments 
membàmaires est probablement dû à des interactions facilitées protéine-lipide. Ensemble, toutes 
ces observations suggèrent que les interactions de la Cry 1 Aa, la Cry 1 Ac et la Cry 1 C avec les 
fragments membranaires sont majoritairement dues à des interactions spécifiques avec la 
membrane par l'intermédiaire de récepteurs membranaires ou d'interactions toxine-toxine. Par 
contre, les différents patrons d'interaction des toxines avec la membrane cible semblent indiquer 
qu'elles s'associent avec différents récepteurs ou régions de toxine. 
3.3.3 Comparaison des dimensions de la toxine Cry 
Comme nous l'avons vu précédemment, le modèle en parapluie, dans lequel les hélices a4 et a5 
seraient insérées dans la membrane et où le reste du domaine 1 et les domaines II et III serait 
déployé à la surface de la membrane (Knowles 1994 ; Aronson et Shai, 200-1) demeure le plus 
plausible (Biggin et Sansom, 1996 ; Cumming et al., 1994; Gazit et al., 1994, 1998 ; Gerber et 
Shai, 2000; Masson et al., 1999) (Fig. 2C). D'autre part, en 1995, Grochulski et al. ont 
découvert, par cristallographie rayon X, que les dimensions des toxines de la Cry1Aa en solution 
sont de 8.0 x 5.0 x 5.0 nm (Fig. 5A). De plus, le modèle théorique le plus réaliste serait celui 
dans lequel la toxine formerait "un oligomère de quatre sous-unités (Schwartz et al., 1997a; 
Masson et al., 1999) (Fig. 5B). 
Néanmoins, l'architecture du pore des toxines de Bt, responsable de son activité, demeure encore 
un mystère et seulement deux études ont tenté d'en visualiser la structure oligomérique 
(Puntheeranurak et al., 2005 ; Vié et al., 2001 ;). Vié et al. (2001) ont suggéré, en utilisant des 
lipides purifiés ou synthétiques, que la Cry1Aa forme une structure tétramérique présentant un 
pore de 1.5 nm de diamètre (Fig. 5C), ce qui corrobore le modèle théorique de Schwartz et al. et 
de Masson et al. Par contre, ils ont conclu qu'une large proportion de la toxine serait enfouie 
dans la membrane, ce qui contredit le modèle du canif ou celui en parapluie (Knowles, 1994). 
Notons que dans ce travail, la toxine a d'abord été insérée dans une monocouche à l'interface 
air/eau pour ensuite être déposée sur une deuxième mono couche accolée au mica. Ce procédé est 
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très différent du mécanisme naturel d'insertion de la toxine où cette dernière s'insère directement 
dans la bicouche lipidique à partir de la phase aqueuse. La méthode utilisée par Puntheeranurak 
et al. (2005), dans laquelle les structures de la CrylAa et de la Cry4Ba se forment sur une 
bicouche lipidique déposée sur le mica, s'approche déjà un peu plus de la réalité malgré 
l'absence de récepteurs et donc de liaisons spécifiques avec les toxines. D'ailleurs, les structures 
de 20 à 30 nm de large et 2 à 4 nm de hauteur observées par ces auteurs (Fig. 5D) suggèrent 
qu'elles seraient vraisemblablement composées de plusieurs molécules, comme dans le modèle 
théorique de Schwartz et al. et de Masson et al. De plus, une partie importante de la structure 
serait à la surface de la membrane, en accord avec le modèle du canif ou du parapluie (Knowles, 
1994). Notre étude va aussi en ce sens puisque les structures formées sur la surface des 
fragments membranaires provenant d'une membrane cible ont des dimensions de 35 nm de 
diamètre et une hauteur d'environ 6 nm. Par contre, la résolution limitée de l'AFM avec des 
matériaux biologiques mous et flexibles, plutôt qu'avec des réseaux compacts de protéines, ne 
nous a pas encore permis de révéler l'architecture oligomérique de ces structures. Ce que l'on 
peut .dire, par contre, c'est que les structures observées dans notre étude (diamètre: 35 nm, 
hauteur: 6 nm sur BBMV (Fig. 5E); dimensions: 30x60 nm, hauteur: 3-7 nm sur bicouches de 
DPPC-DOPC) sont comparables à celles observées par Puntheeranurak et al. (diamètre: 20-30 
nm, hauteur: 2-4 nm) (Fig. 5D) et compatibles avec le modèle tétramérique de Schwartz et al. 
(diamètre: 20 nm, hauteur: 5.5 nm (Fig. 5B), en utilisant les dimensions mesurées par 
Grochulski et al. (Fig. 5A)). En effet, la dimension des protéines à la surface des fragments 
membranaires pourrait être fort différente de celle de la conformation compacte trouvée avec la 
diffraction rayon X par Grochulski et al. (5.5x5.5x8 nm) et ainsi ne fournIr qu'une limite 
inférieure de la taille du tétramère. En résumé, notre étude suggère une structure oligomérique de 
plusieurs molécules, compatible avec les modèles de Schwartz et al., et de Knowles et al. 
A) Monomère de CrylAa en diffraction rayon X de Grochulski et al., 1995 : 1 
Toxine en solution 
Projection 3D 
III 
.. • 
5.5 nm 
8nm 
l 
B) Modèle théorique d'oligomérisation tétramérique de Schwartz et al., 1997 : 
Modèle théorique avec 
un pore plus grand que 0.6 nm 
Projection 3D 
III 
-20nm 
Hauteur = 5.5 nm 
C) Pore tétramérique de la CrylAa interagissant avec une bicouche lipidique selon Vié et al., 
2001 : 
1.5 nnl 
--...... ... ~--
III 
-20nm • Toxine interagissant avec 
une bicouche lipidique 
avec un pore de 1.5 nm 
Hauteur = 5.5 nm 
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D) Structure formée par la toxine Cry4Ba sur une bicouche lipidique (Puntheeranurak et al., 
2005): 
Projection 3D 
... 
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l 
2-4nm 
Toxine interagissant avec une bicouche 
lipidique 
III 20-30 nm 
E) Structures formées par la toxine CrylAa sur sa membrane cible (Laflamme et al., 2008) : 
! Projection 3D l 
5-7 nnl 
35nm r Il 
III 
Fig. 5. Comparaison des dimensions des toxines Cry et de ses structures mesurées par diffraction 
aux rayons X, par AFM dans différentes conditions et estimées selon le modèle théorique de 
Schwartz et al. 
r 
Chapitre IV 
Conclusion et perspective 
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Cette étude procure la première visualisation des interactions entre des toxines de Bt et la 
membrane de bordure en brosse de l'intestin de larves de M sexta. Ce type de membrane est la 
cible naturelle des toxines de Bt dont on a démontré qu'elles se lient à des récepteurs spécifiques 
localisés à la surface membranaire, pour ensuite former des pores qui perméabilisent la 
membrane, entraînant ainsi la lyse des cellules. Nos mesures en AFM ont établi que la CrylAa, 
la Cry 1 Ac et la Cry 1 C, trois toxines homologues, forment des structures similaires d'environ 35 
nm de diamètre et de 5.1 à 6.7 nm en hauteur après leur incubation avec des membranes de 
bordure en brosse. Ces trois toxines n'ont pas interagi de la même façon avec les membranes de 
bordure en brosse, ni en terme de cinétique, de localisation ou d'assemblage. En plus des 
interactions toxine-toxine et toxine-lipide, ces structures, dans des régions où elles présentaient 
une distribution uniforme, semblaient se former majoritairement par des interactions toxine-
récepteur, faisant ainsi de la toxine un rapporteur des récepteurs et fournissant une façon 
indirecte de visualiser la localisation et la densité des récepteurs sur les membranes de bordure 
en brosse. Nos données suggèrent donc que les récepteurs sont localisés dans la région la plus 
mince des lipides. Finalement, les dimensions et distributions des toxines imagées par AFM sur 
des membranes intestinales naturelles poùrraient refléter celles des pores fonctionnels formés in 
vivo par les toxines de Bt. 
Il serait intéressant d'améliorer la résolution afin de révéler la sous-structure des structures que 
nous avons observées. Pour cela, il faudrait probablement utiliser des pointes de plus faible 
rayon, à la limite des nanotubes, quoique le risque d'endommager la membrane et/ou de 
contaminer la pointe de protéines et de lipides est alors potentiellement beaucoup plus grand, ce 
qui provoquerait des artéfacts indésirables et rendrait les images difficilement interprétables. 
Comme un des problèmes est la flexibilité de la membrane et des protéines, il y aurait aussi la 
possibilité de rigidifier l'échantillon en abaissant la température. De plus, afin d'augmenter la 
probabilité d'interactions entre la toxine et les fragments membranaires, il serait intéressant de 
développer une méthode pour obtenir un plus grand nombre de fragments membranaires déposés 
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sur le mica puisqu'en ce moment, la proportion est plus faible que 1 % de surface. D'autre part, 
ol). pourrait prendre des récepteurs isolés des toxines Cry1 pour essayer de les incorporer aux 
. vésicules lipidiques de DPPC-DOPC et ainsi former une bicouche lipidique remplie de 
récepteurs disponibles à interagir avec les to!~ines. On pourrait aussi profiter des interactions 
toxine-toxine de la Cry1Ac pour tenter de former des réseaux étendus de toxine sur des 
bicouches lipidiques sans récepteur. On serait alors dans une situation idéale pour avoir la 
résolution nanométrique puisque tous les cas de haute résolution ont été observés alors qu'il y 
avait un agencement serré de protéines et/ou un réseau étendu de celles-ci. On pourrait aussi 
utiliser des anticorps afin de vérifier quelles parties de la toxine sont accessibles de l'extérieur ou 
afin de vérifier quels types de récepteurs sont disponibles sur les fragments membranaires de 
BBMV. Finalement, il serait intéressant d'utiliser l'AFM en mode reconnaissance en attachant, 
au bout de la pointe, une toxine ou un anticorps. La pointe balayerait la surface et il serait 
possible de détecter les endroits où la toxine ou l'anticorps a des interactions avec la surface. Il y 
aurait fort probablement, à ces endroits, les récepteurs des toxines Cry1. On pourrait ensuite faire 
incuber la toxine et voir si les structures apparaissent aux mêmes endroits que l' AFM en 
reconnaissance l'avait prédit. 
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